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La cancerogenesi è un processo multistep che origina nell’accumulo di molteplici 
alterazioni genetiche ed epigenetiche le quali, nel complesso, danno origine ad un 
fenotipo mutato caratterizzato da: autosufficienza dei segnali di crescita, insensibilità ai 
segnali di inibizione della crescita, metabolismo cellulare alterato, elusione 
dell’apoptosi, potenziale replicativo illimitato, angiogenesi prolungata e capacità di 
invasione e metastatizzazione. 
Tali alterazioni genetiche consistono in mutazioni, delezioni, amplificazioni e 
duplicazioni e si verificano, nelle cellule tumorali, a livello di geni che codificano per 
proteine coinvolte nel controllo del ciclo cellulare, quali proto-oncogeni, 
oncosoppressori, geni che regolano l’apoptosi e geni coinvolti nella riparazione del 
DNA. I proto-oncogeni, come RAS, AKT, ABL, sono geni che, in condizioni 
fisiologiche, stimolano la proliferazione cellulare e che possono diventare oncogeni a 
causa dell’insorgenza mutazioni o di un aumento della loro espressione. La 
modificazione di una singola copia del gene è sufficiente ad alterare il processo 
cellulare da essi controllato, per cui sono definiti dominanti. Gli oncosoppressori, come 
p53 e PTEN (phosphatase and tensin homolog), sono geni che di norma prevengono la 
crescita incontrollata, dunque la loro inattivazione è determinante nella trasformazione 
neoplastica. A differenza dei proto-oncogeni, in genere, solo la modificazione di 
entrambe le copie del gene oncosoppressore determina la completa “loss of function”, 
per cui tali geni sono definiti recessivi. I geni regolatori dell’apoptosi, ad esempio, 
possono subire delle mutazioni che danno origine ad una diminuzione della mortalità 
delle cellule, aumentandone così la sopravvivenza. Se tali mutazioni interessano invece 
i geni coinvolti nella riparazione del DNA, esse contribuiscono indirettamente 
all’oncogenesi, compromettendo la capacità della cellula di riconoscere e riparare il 
danno genetico. 
Studi recenti hanno dimostrato che, oltre alle mutazioni del DNA, anche le aberrazioni 
epigenetiche contribuiscono a determinare la trasformazione neoplastica. Le 
aberrazioni epigenetiche sono modificazioni ereditarie e potenzialmente reversibili che 
non alterano il genoma ma variano l’espressione genica mediante meccanismi quali la 
metilazione del DNA e le modifiche degli istoni. [1] 
Gran parte dei fattori oncogeni appartiene alla famiglia delle proteine chinasi (PK), le 
quali mediano la trasduzione del segnale attraverso la fosforilazione dei residui 
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amminoacidici in proteine che svolgono un ruolo chiave nei processi fisiologici e nella 
cancerogenesi. Tale meccanismo di trasduzione consente alla cellula di mediare 
tempestive risposte agli stimoli chimico-fisici provenienti dall’esterno, attraverso 
l’impiego di fattori di crescita, citochine, proteine mitogene, ammine biogene, ioni, 
lipidi e peptidi, i quali, in genere, interagiscono con la porzione extracellulare dei 
recettori RTK (receptor tirosine kinase) o GPCR (G-protein coupled receptor).  
Le proteine chinasi, si possono suddividere in due categorie, a seconda dei residui 
amminoacidici che sono in grado di fosforilare: le tirosin –chinasi e le serin-treonin-
chinasi . Queste ultime, a loro volta, fanno parte di due famiglie: quella delle AGC 
(cyclic nucleotide regulated protein kinase) e quella delle MAPK (mitogen activated 
protein kinase). La famiglia AGC include chinasi quali PKA (cyclic AMP-dipendent 
protein kinase), PKB (protein kinase B, detta anche AKT), PKC (Ca2+ activated protein 
kinase) e PDK1 (phosphoinositide-dependent protein kinase 1), attivate da secondi 
messaggeri prodotti da RTK e da GPCR. [2]. La famiglia delle MAPK comprende, 
invece, altre proteine tra cui RAF, ERK e MEKK, le quali rispondono alla proteina 
RAS, proteina G attivata dalle proteine mitogene [3]. 
La conoscenza dei meccanismi molecolari alla base dello sviluppo, della crescita e 
della diffusione del cancro ha indirizzato la ricerca verso la “targeted therapy”, che 
prevede l’impiego di agenti chemioterapici in grado di legare e inattivare 
selettivamente i fattori oncogeni coinvolti nella regolazione del ciclo cellulare. Ciò 
permette, in linea teorica, una significativa riduzione degli effetti collaterali rispetto alle 










1. Pathway PI3K/PDK1/Akt 
La via di segnalazione PI3K/PDK1/AKT riveste un ruolo cruciale in numerosi processi 
fisiologici legati alla sopravvivenza cellulare e alla cancerogenesi. L’attivazione del 
pathway si ha in seguito all’interazione di ligandi specifici, quali insulina o fattori di 
crescita come EGF (epidermal growth factor) e IGF (insulin-like growth factor), con il 
recettore RTK. Tale legame comporta la dimerizzazione del recettore, con conseguente 
auto-fosforilazione dei residui di tirosina presenti sulla membrana plasmatica. A questo 
livello PI3K (phosphoinositide 3-kinase), formata dal complesso p85-p110, viene 
reclutato dal citosol. L’interazione della subunità regolatoria p85 con i residui di 
tirosina fosforilati da RTK causa l’attivazione allosterica della subunità catalitica p110, 
la quale induce la fosforilazione del fosfatidilinositolo 4,5-bifosfato in posizione 3’ con 
conseguente formazione di fosfatidilinositolo 3,4-bifosfato (PIP2) e fosfatidilinositolo 
3,4,5-trifosfato (PIP3) [5]. PIP3 determina poi il reclutamento presso la membrana 
cellulare di enzimi che presentano il dominio di legame PH (Pleckstrin Homology) 
specifico per il suddetto fosfolipide, fra cui PDK1, AKT e PLCɣ1 (phospholipase C ɣ1 
). In tal modo si realizza una co-localizzazione di AKT e PDK1 a livello della 
membrana, in modo che PDK1 possa attivare AKT tramite fosforilazione 
dell’amminoacido Thr308 [6]. Affinché l’attivazione di AKT risulti completa, è 
necessaria tuttavia una seconda fosforilazione, a livello del residuo Ser473, ad opera di 
mTOR (mammalian target of ripamycin) (Fig. 1) [7,8]. 
 




In condizioni fisiologiche la produzione di PIP3, mediatore a monte del pathway, è 
finemente regolata da due enzimi che agiscono in contrapposizione tra loro: PI3K e 
PTEN (Fig. 2). Alterazioni a questo livello determinano l’iperattivazione del pathway 
con conseguenti effetti sulla proliferazione e morte cellulare nonché sulla migrazione 
ed invasione tumorale. 
 




PI3K rappresenta una famiglia di chinasi lipidiche ampiamente espresse 
nell’organismo, che catalizza il trasferimento di un gruppo fosforico dell’ATP sul 
gruppo ossidrilico 3’ di PIP2 portando alla formazione di PIP3. Tale famiglia è 
costituita da circa otto isoforme raggruppate in tre classi (I, II, III) che si differenziano 
per i domini proteici che le costituiscono e che ne determinano la specificità. 
Le chinasi di classe I sono quelle maggiormente studiate e si suddividono ulteriormente 
nelle sottoclassi: 
• IA, attivata dai recettori RTK e costituita da 3 tipi di subunità catalitiche, 
p110α, p110β e pp10ɣ, che formano eterodimeri con uno dei cinque domini 
regolatori, p85α, p85β, p85ɣ,p 50α e p55α. 
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• IB, attivata da recettori accoppiati a proteine G e costituita dalla sola subunità 
catalitica p110ɣ che forma eterodimeri con la subunità regolatrice p84 o p101; 
Le chinasi di classe II, a differenza delle precedenti, sono proteine monomeriche che, 
per esplicare la propria azione, non necessitano di una subunità regolatoria. Se ne 
possono distinguere tre isoforme: α, β e ɣ [9,10].  
Le chinasi di classe III sono invece strutturalmente simili a quelle di classe I, in quanto 
eterodimeriche e costituite da una  subunità catalitica, Vps34, e da una subunità 
regolatoria, p150. 
L’iperespressione di PI3K è molto comune nei tumori umani ed è dovuta soprattutto 
all’amplificazione o alla mutazione del gene PIK3CA, che codifica per la subunità 
catalitica p110. Tale gene, oltre ad essere coinvolto nei processi di regolazione del ciclo 
e della crescita cellulare, riveste un ruolo chiave a livello delle cellule endoteliali, 
garantendo al tumore l’angiogenesi e dunque la costruzione di un tessuto di irrorazione, 




PTEN è una fosfatasi lipidica che defosforila la posizione 3’ dell’anello inositolico di 
PIP3 convertendolo nel derivato PIP2.  
La cristallografia a raggi X ha permesso di rivelare la struttura di tale enzima che risulta 
costituita da un dominio fosfatasico e da un dominio C2. Il primo dominio contiene il 
sito attivo responsabile della funzione enzimatica, mentre il secondo lega i fosfolipidi 
di membrana provvedendo così all’ancoraggio dell’enzima alla membrana plasmatica. 
PTEN, antagonizzando PI3K, rappresenta dunque il principale modulatore negativo del 
pathway PI3K/PDK1/AKT: infatti il gene che codifica per tale oncosoppressore è il 
secondo più frequentemente mutato nei tumori umani dopo p53. Studi effettuati su 
modelli animali hanno dimostrato che la perdita di una sola copia del gene è sufficiente 





STRUTTURA E RUOLO FISIOLOGICO 
PDK1 è un enzima costituito da 556 amminoacidi e da due domini principali: 
• Dominio PH C-terminale, di sequenza amminoacidica 459-550 e deputato 
all’interazione con PIP3 e AKT. Il legame del dominio PH con PIP3 rende 
possibile la traslocazione di PDK1 a livello della membrana mentre l’interazione 
con il dominio PH di AKT ne induce l’attivazione. È stato dimostrato che l’assenza 
di tale dominio comporta l’incapacità dell’enzima di fosforilare AKT ma non gli 
altri substrati a valle [12 ]. 
• Dominio o nucleo catalitico, di sequenza amminoacidica 71-359, in cui si 
distinguono un piccolo lobo N- terminale, avente un ripiegamento conformazionale 
a foglietti-β, dove si può individuare la cosidetta Hinge Region (HR), ed un grosso 
lobo C-terminale caratterizzato da una struttura ad α-elica; tra i due lobi è presente 
il sito di legame per l’ATP.  
Come tutti gli altri enzimi appartenenti alla classe delle chinasi AGC, PDK1, per poter 
essere attivato, necessita della fosforilazione di un residuo amminoacidico all’interno 
del T-loop, in questo caso Ser 241. Contrariamente alle altre chinasi, tuttavia, non 
possiede un motivo idrofobico (HM) C-terminale nel suo dominio catalitico. Su questa 
base è stata allora ipotizzata e confermata la presenza di una tasca idrofobica detta PIF-
pocket (PDK1-interacting fragment) all’interno del lobo N-terminale (Fig. 3), che 
permette il riconoscimento dei motivi idrofobici appartenenti ai vari substrati a valle e 
dunque la propagazione del segnale.  
 




PDK1 è stato scoperto nel 1997, ma solo negli ultimi tempi ha generato un notevole 
interesse da parte del settore accademico e industriale grazie al suo ruolo consolidato 
nella regolazione di diversi sistemi di segnalazione intracellulari. La trasduzione del 
segnale ad opera di PDK1 avviene, come per tutte le chinasi, grazie a processi di 
fosforilazione su substrati specifici, i quali, per potersi realizzare, necessitano di un 
gruppo ATP che interagisca con il suo sito di legame. Nella chinasi PDK1 il sito di 
legame per l’ATP comprende tre regioni specifiche: un anello ricco di glicina, l’α elica 
N terminale e il loop di attivazione C terminale. Tali regioni sono flessibili e in 
movimento nella forma non fosforilata e inattiva della proteina; nella forma attiva 
invece tali regioni riarrangiano formando il sito attivo. Tale cambiamento 
conformazionale è legato inoltre alla presenza del DFG-motif, una piccola sequenza 
amminoacidica (Asp-Phe-Gly) a livello dell’estremità N terminale del loop di 
attivazione. Il DFG motif è respinto verso l’esterno nella forma inattiva della chinasi, 
(conformazione DFG-out) rispetto alla propria posizione nella forma attiva 
(conformazione DFG-in) [13,14]. 
PDK1, una volta attivata, fosforila numerosi altri substrati (Fig. 4)quali:  
- p70S6K (ribosomal protein kinase S6 p70), coinvolta nella regolazione della 
sintesi proteica e nel controllo del ciclo cellulare;  
- SGK1 (serum/glucocorticoid regulated kinase 1), il principale mediatore della 
crescita cellulare e del metabolismo dei grassi; 
- PKC (Ca2+ activated protein kinase), implicata nei processi di cancerogenesi;  
- RSK (ribosomal protein kinase S6 p90), una chinasi altamente conservata 
deputata alla crescita, proliferazione e sopravvivenza cellulare [15].  
 




Grazie al suo ruolo consolidato nella regolazione dei diversi sistemi di segnalazione 
cellulare, prima citati, PDK1 è stata dunque denominata "Master Kinase" della famiglia 
delle AGC [16]. 
 
RUOLO PATOLOGICO 
L’enzima PDK1 è stato dimostrato essere iperattivato in molti tumori umani; tale 
regolazione anomala è dovuta ad alterazioni del bilancio fisiologico PI3K/PTEN, 
mentre, al contrario, nei modelli murini in cui l’enzima era presente in concentrazione 
ridotta è stata riscontrata una diminuzione dello sviluppo tumorale [17]. Tali evidenze 
forniscono ulteriori prove del potenziale terapeutico dell’inibizione di PDK1, 
considerato quindi un importante promotore dei processi di crescita e proliferazione 
cellulare [Medina J.R.,2013]. Numerosi evidenze hanno inoltre sottolineato il 
coinvolgimento dell’enzima nei meccanismi di resistenza ai trattamenti farmacologici 
antitumorali tradizionali (multidrug resistance) [18].  
Una volta esplorata l’attivitàdi PDK1 nel pathway PI3K/AKT, numerosi studi si sono 
stati focalizzati sulla sua capacità di agire anche mediante altri meccanismi: negli ultimi 
anni è stato, infatti, suggerito un nuovo meccanismo che lega PDK1, in modo AKT-
indipendente, alla fosfolipasi PLCɣ1, la quale regola l’invasione cellulare e la 
conseguente formazione delle metastasi [19]. L’inibizione farmacologica di PDK1 
potrebbe essere, pertanto, uno strumento utile nel contrastare non solo la crescita e la 
proliferazione cellulare ma anche la formazione delle metastasi . 
 
1.4 PLCɣ1 
STRUTTURA E RUOLO FISIOLOGICO 
PLCγ1 è un enzima appartenente alla famiglia delle fosfolipasi C fosfoinositide 
specifiche (PLC), i cui membri idrolizzano PIP2 per produrre IP3 (inositol 1,4,5-
trisphosphate) e DAG (diacilglicerolo).  
L’IP3 liberato si lega al recettore IP3R (inositol 1,4,5-trisphosphate receptor), 
localizzato a livello del reticolo endoplasmatico, e permette l’apertura dei canali al Ca2+ 
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con conseguente aumento della concentrazione intracellulare di tale ione e attivazione 
degli enzimi Ca2+-dipendenti, mentre il DAG attiva alcune isoforme della PKC. 
La PLCγ1 è un enzima costituito da un core catalitico formato da due domini X e Y 
uniti da una regione linker che comprende una sequenza di 400 amminoacidi, 
organizzati a loro volta in due domini: SH2 (Src homology 2) e SH3 (Src homology 3). 
Il dominio SH2 è coinvolto nell’auto-fosforilazione dei residui tirosin-chinasici 
intracellulari del recettore RTK, processo fondamentale per reclutare PLCɣ1 a livello 
della membrana e per la fosforilazione dei propri residui tirosinici (Tyr771, Tyr783 e 
Tyr1254) [20]. L’enzima presenta infine un dominio C2 e un dominio PH (Fig. 5). Il 
primo, essendo in grado di legare il Ca2+, permette all’enzima di ancorarsi alla 
membrana plasmatica poiché tali ioni sono in grado di formare legami elettrostatici con 
i fosfolipidi anioni appartenenti alla membrana stessa. Il secondo consente, invece, il 
legame con i fosfolipidi di membrana attraverso interazioni proteina-lipidi e proteina-
proteina [21]. 
 
Fig. 5 - Struttura PLCɣ1 
 
La fosforilazione del residuo Tyr783 è una condizione necessaria ma non sufficiente a 
dare la piena attivazione dell’enzima. Un altro meccanismo di attivazione è, infatti, 
collegato alla concentrazione di PIP3, prodotto da PI3K, che induce l’attivazione di 
PLCɣ1 attraverso l’interazione con il dominio PH dell’enzima.  
Alcuni studi hanno rivelato che PLCγ1 svolge un ruolo cruciale nello sviluppo delle 
metastasi e nei processi di angiogenesi, poiché tale fosfolipasi risulta coinvolta 
nell’inattivazione dei CAM cellula-cellula, ovvero di quelle glicoproteine trans-
membrana capaci di saldare le cellule contigue [22]. 
Nonostante l’enorme potenziale terapeutico connesso alla downregulation di PLCγ1, lo 
sviluppo dei relativi inibitori si è rivelato problematico poiché le fosfolipasi, in 
generale, sono implicate in numerosi processi fisiologici. Ne consegue che l’utilizzo di 
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tali inibitori comporterebbe numerosi effetti collaterali: per tale ragione PLCγ1 è, 
dunque, considerato un target “undruggable” [23]. 
 
RUOLO PATOLOGICO 
Recenti studi hanno evidenziato la presenza di un meccanismo di attivazione diretta di 
PLCγ1 ad opera di PDK1, rafforzando così l’idea che quest’ultimo rappresenti un 
bersaglio importante per lo sviluppo di nuove strategie terapeutiche atte a contrastare la 
progressione tumorale. 
L’attivazione del pathway PDK1/PLCγ1 comporta l’interazione dei due enzimi in 
seguito alla stimolazione del recettore EGFR da parte del fattore EGF (Fig. 6). 
 
Fig. 6 - Attivazione PLCɣ1 PDK1-dipendente 
 
In condizioni di riposo, il recettore del fattore di crescita epidermico (EGFR) non è 
fosforilato, PI3K non è attivata e sia PDK1 che PLCγ1 si trovano a livello del citosol. 
Dopo stimolazione da parte di EGF, il recettore EGFR viene fosforilato, PI3K viene 
attivata e si realizza la conversione di PIP2 in PIP3. Il legame di PIP3 con il dominio 
PH di PDK1, permette all’enzima di essere reclutato sulla membrana plasmatica. 
Attraverso un meccanismo analogo anche PLCγ1 subisce la stessa traslocazione per cui 
viene fosforilata sul residuo Tyr 783 e dunque attivata [19]. 
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Al fine di stabilire il ruolo di tale enzima nei processi di cancerogenesi, è stata inoltre 
esaminata l’espressione di PLCγ1 e della sua isoforma fosforilata in un gruppo di 
pazienti con tumore al seno: tali studi hanno dimostrato l’esistenza di una correlazione 
tra elevati livelli di enzima fosforilato e una più alta incidenza di metastasi [24]. 
 
1.5 AKT 
STRUTTURA E RUOLO FISIOLOGICO 
AKT, conosciuta anche come PKB, è una serina treonina chinasi appartenente alla 
famiglia delle AGC. Ne esistono tre isoforme: Akt1/PKBα, Akt2/PKBβ, Akt3/PKBɣ, 
che presentano un’elevata omologia di sequenza pur essendo codificate da tre geni 
diversi.  
Le tre isoforme possiedono tutte la stessa organizzazione strutturale in cui il dominio 
catalitico è localizzato nella porzione centrale dell’enzima, mentre nelle regioni C-
terminali e N-terminali sono presenti rispettivamente un dominio regolatorio (CTD) e 
un dominio PH (pleckstrin homology) (Fig. 7) [25].  
 
Fig. 7 - Struttura generale delle isoforme di Akt 
 
L’attivazione di AKT avviene in seguito all’interazione di ligandi specifici, quali fattori 
di crescita, insulina e citochine, con il recettore RTK, posto sulla membrana plasmatica. 
Tale legame comporta l’attivazione di PI3K, il quale catalizza la conversione di PIP2 
nel derivato PIP3, e dunque la traslocazione di AKT dal citoplasma alla membrana, 
dove si realizza il legame fra il dominio PH dell’enzima e i due prodotti appena 
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formati, PIP3 e in minor misura PIP2. Questo segnale rimane attivo finché non avviene 
la defosforilazione di PIP3 a PIP2, ad opera di PTEN. Il reclutamento di AKT, così 
indotto, provoca un cambiamento conformazionale dell’enzima tale da esporre i due 
principali siti di fosforilazione Thr308 e Ser 473, situati rispettivamente a livello del 
dominio catalitico e del dominio C terminale. La fosforilazione di Thr 308 avviene ad 
opera di PDK1 mentre la seconda fosforilazione di Ser 473, indispensabile per la 
completa attivazione enzimatica, avviene ad opera del complesso mTORC2.   
In seguito alla sua attivazione, AKT si distacca dalla membrana plasmatica e fosforila 
diversi substrati a valle (Fig. 8), localizzati in particolar modo nel citoplasma, che 
costituiscono il sistema di controllo del ciclo cellulare; per tale ragione la chinasi AKT 
è considerata un importante mediatore della proliferazione e dell’apoptosi cellulare 
[26]. 
 
Fig. 8 - Funzioni di Akt 
 
AKT regola la proliferazione cellulare inattivando GSK-3 (glycogen synthase kinase-3) 
e la famiglia di fattori di trascrizione FOXO (forkhead box trascription factors), che 
vengono sequestrati nel citoplasma in seguito a fosforilazione. GSK-3 è 
costitutivamente attiva nelle cellule e, inibisce la glicogeno sintasi (GS), che regola il 
metabolismo glucidico, e la β catenina, impedendo così la trascrizione di due proteine 
coinvolte nella regolazione della progressione cellulare, quali c-MYC e la ciclina D1, 
implicata nella transizione G1/S del ciclo cellulare [27]. I fattori FOXO svolgono la 
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stessa funzione regolando la trascrizione di geni che codificano per gli inibitori delle 
chinasi ciclina dipendenti quali p27 e p21. Tali processi, affiancati all’attività 
angiogenetica che segue all’attivazione di eNOS (eukariotic nitric oxide synthase), 
garantiscono la crescita cellulare e la sopravvivenza della massa tumorale in 
accrescimento. 
AKT esercita, invece, la propria azione anti-apoptotica prevenendo il rilascio del 
citocromo C dai mitocondri mediante fosforilazione e conseguente inattivazione di 
fattori pro-apoptotici, quali BAD (BCL antagonist of cell death), membro della 
famiglia Bcl-2, e caspasi-9 [28]. In seguito alla fosforilazione del residuo di Ser136, 
Bad viene sequestrato nel citosol e ciò ne impedisce il legame con le proteine ad azione 
anti-apoptotica Bcl-2/ Bcl-xl, che pertanto risultano attive. La fosforilazione della 
caspasi-9 avviene invece a livello del residuo di Ser 196 e determina l’inibizione 
dell’attività proteasica dell’enzima (Fig. 9). 
 
Fig. 9 - Substrati di Akt 
 
 
RUOLO PATOLOGICO  
AKT è una delle chinasi più frequentemente iperespresse nei tumori umani, effetto non 
del tutto inaspettato se si considera il ruolo che AKT ha nella proliferazione e nella 
sopravvivenza cellulare, nel metabolismo, nell’invasività e nell’angiogenesi, che 
rappresentano processi fondamentali nel meccanismo di insorgenza dei tumori. 
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Numerose sono state le teorie proposte che vedono il coinvolgimento del pathway in 
studio nei meccanismo di oncogenesi: alterazioni dell’equilibrio PI3K/PTEN, 
aumentata attivazione di RTK, PDK1 ed mTOR nonché modificazioni post 
trascrizionali [7]. 
Per quanto riguarda AKT, nonostante le funzioni delle tre isoforme siano parzialmente 
sovrapponibili, in condizioni patologiche ne è stata osservata una differente 
iperespressione. In particolare, alterazioni di AKT1 sono state riscontrate nel carcinoma 
mammario, nel colon rettale e ovarico e in alcuni mielomi, mentre alterazioni di AKT2 
sono state evidenziate nel tumore del colon retto; AKT2 sembra anche avere un ruolo 
nello sviluppo delle metastasi. Tali differenze suggeriscono, pertanto, un potenziale 
ruolo significativo degli inibitori specifici delle isoforme di AKT nell’ambito delle 
terapie mirate [29]. 
 
1.6 mTOR 
STRUTTURA E RUOLO FISIOLOGICO 
mTOR è una serina-treonina chinasi appartenente alla famiglia delle “PI3K related 
kinase”. Questa proteina è stata identificata e clonata dopo la scoperta dei geni TOR1 e 
TOR2 all’interno del lievito Saccharomyces cerevisiae, all’interno di uno studio 
riguardante la resistenza al farmaco immunosoppressore Rapamicina [30]. L’enzima 
mTOR è formato da 2549 amminoacidi, è codificato dal gene FRAP1 e fa parte di due 
complessi multiproteici, mTORC1 e mTORC2 (Fig.10). Il primo è costituito da mTOR, 
dalla proteine G Rheb, da mLST8, PRAS40 (proline-rich Akt substrate of 40 kDa), 
DEPTOR (DEP domain-containing mTOR interacting protein) e raptor (regulatory-
associated protein of mTOR) mentre il secondo da mTOR, mLST8, DEPTOR, rictor 
(rapamycin insensitive companion of mTOR), mSin1 (mammalian stress-actived map 
kinase-interacting protein 1) e proctor 1 e 2 (protein observed with rictor 1 e 2). 
La differenza strutturale dei due complessi è emersa in seguito agli studi effettuati sulla 
Rapamicina, la quale non induce l’inibizione completa di mTOR, ma solo la modifica 
parziale del complesso mTORC1. Il meccanismo d’azione del farmaco è molto 
complesso e ad oggi non è stato ancora completamente definito [31]. Si ritiene, tuttavia, 
probabile che la Rapamicina induca un cambiamento conformazionale di mTOR tale da 
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indebolire il legame mTOR-raptor, compromettendo così la capacità del complesso di 
reclutare i substrati a valle [32].  
 
 
Fig. 10 – Struttura mTORC1 e mTORC2 
 
Il complesso mTORC1 è attivato da svariati segnali quali nutrienti, fattori di crescita, 
energia e stress, ed esplica la propria azione attraverso la fosforilazione delle proteine 
S6K e 4E-BP1 (eukaryotic initiation factor 4E-binding protein 1), entrambe coinvolte 
nella regolazione della sintesi proteica. In particolare la fosforilazione di S6K 
determina l’attivazione della proteina S6, implicata nella traduzione di mRNA, mentre 
la fosforilazione di 4E-BP1 consente il rilascio di eIF4E (eukaryotic initiation factor 
4E), il quale prende parte alla formazione di un complesso iniziatore della traduzione. 
Tali effetti anti-apoptotici sono contrastati dalle proteine TSC1-TSC2 (tuberous 
sclerosis 1-2), sulle quali AKT esercita un’azione inibitoria, determinando 
complessivamente l’attivazione di mTORC1, con conseguente promozione della 
proliferazione cellulare [33]. mTORC1 è inoltre coinvolto nella traduzione della 
proteina HIF-1α (hypoxia –inducile factor 1α), la cui upregulation implica un aumento 
dell’espressione di fattori angiogenici, come VEGF (vascular endothelial growth 
factor), e di molecole coinvolte nel trasporto del glucosio, quali GLUT1 e GLUT 3, 
confermando il ruolo cruciale di mTORC1 nella cancerogenesi [3]. 
Il complesso mTORC2 è attivato da fattori di crescita mediante un meccanismo non 
ancora ben definito, sebbene sia nota la sua azione su alcuni membri della famiglia 
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delle chinasi AGC, tra cui AKT, AGK1 e PKC-α. Come già discusso, la fosforilazione 
di AKT mTORC2-dipendente a livello della Ser 473, in aggiunta alla precedente 
fosforilazione su Thr308, aumenta l’attività catalitica dell’enzima sui substrati a valle.  
In definitiva, gli enzimi AKT ed mTOR sono legati tra loro attraverso un meccanismo a 
feedback negativo, che ne impedisce l’attivazione simultanea e che risulta responsabile 
dell’insorgenza dei meccanismi di resistenza alla chemioterapia. 
 
RUOLO PATOLOGICO  
Il ruolo centrale di mTOR nello sviluppo della cancerogenesi è conseguenza delle 
numerose mutazioni riscontrate in entrambi i complessi mTORC1 e 2, oltre che a 
livello del pathway PI3K/AKT. L’attivazione di mTORC1, favorendo la sintesi 
proteica, attraverso il suo effettore a valle 4E-BP1, induce fenomeni quali la crescita, la 
progressione e l’angiogenesi tumorale. mTORC1 è inoltre coinvolto nell’aumento della 
sintesi lipidica, fondamentale per la formazione delle nuove membrane cellulari 
tumorali, e nell’inibizione dell’autofagia, un importante processo fisiologico atto a 
prevenire la trasformazione neoplastica. 
Recenti studi hanno evidenziato una sovraespressione della subunità rictor di mTORC2 
nel glioma. Tali risultati suggeriscono che mTORC2 possa essere un potenziale 
bersaglio terapeutico per lo sviluppo di nuove molecole ad attività antitumorale, 
sebbene ad oggi non esistano inibitori selettivi a causa dell’elevata omologia di 







2. INIBITORI PI3K 
Gli studi inerenti al ruolo di PI3K nel processo di cancerogenesi hanno indirizzato la 
ricerca farmaceutica verso lo sviluppo di inibitori selettivi per le isoforme appartenenti 
alla classe I, poichè il coinvolgimento delle altre due classi risulta ancora poco chiaro. 
Il primo inibitore di PI3K scoperto è stato il Wortmannin (Fig.11), un metabolita a 
struttura furano-steroidea prodotto dal fungo Penicillium funiculosum. Tale metabolita 
esercita la propria attività inibitoria legandosi covalentemente ad un residuo di lisina 
che si trova a livello del sito di legame per l’ATP di PI3K [34]. Successivamente è stato 
sintetizzato il composto LY294002 (Fig.11), un derivato flavonoide, inibitore 
competitivo e reversibile per il sito dell’ATP [35]. Entrambi i derivati inibiscono le 
diverse isoforme enzimatiche con differente affinità; inoltre la combinazione con 
farmaci citotossici tradizionali e radioterapia ne aumentano l’efficacia. Tali molecole 
sono state fondamentali per comprendere il meccanismo di attivazione del pathway, ma 
il basso profilo farmacocinetico, legato in particolar modo all’insolubilità e alla 
tossicità, ha indirizzato gli studi verso lo sviluppo di nuovi inibitori della cascata 
enzimatica. 
     
Fig. 11 - Struttura di Wortmannin e LY294002 
 
Attualmente gli inibitori PI3K in fase clinica presentano diversi profili di selettività per 
le diverse isoforme, sebbene i risultati ottenuti non siano all’altezza dei presupposti pre-
clinici, soprattutto per quanto riguarda il trattamento monoterapico. Tali inibitori si 
possono classificare in: inibitori Pan-PI3K e inibitori PI3K isoforme specifici. 
Gli inibitori Pan-PI3K agiscono a livello di più subunità catalitiche delle varie 
isoforme di PI3K e per questo sono da ritenere dei composti limitati alla sola 
stabilizzazione della malattia, piuttosto che alla regressione del tumore. Tra questi vi 
sono (Fig.12):  
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- XL147 (IC50=39nM), inibitore reversibile e selettivo PI3K di classe I, 
attualmente in fase clinica II, in monoterapia e in combinazione con altri 
farmaci;  
- PX866, derivato di Wortmannin, inibitore irreversibile di classe IA e B, 
attualmente in fase clinica II, caratterizzato da una maggiore stabilità e dunque 
da una migliore applicazione terapeutica;   
- BKM120 (Buparlisib, IC50=52nM), inibitore altamente specifico di classe I, 
attualmente in fase clinica IV, mostra benefici sul carcinoma mammario e 
colon-rettale, sebbene presenti effetti collaterali quali iperglicemia, rash cutaneo 
e alterazione dell’umore;  
- GDC-094 (IC50=3nM), inibitore di classe I, attualmente in fase clinica II, mostra 
risposte parziali in pazienti con carcinoma mammario; 
- BAY80-6946 (IC50=3.72nM), potente inibitore altamente selettivo di classe I, 
attualmente in fase clinica I, somministrato per via endovenosa induce effetti 
collaterali come iperglicemia, ipertensione e polmonite interstiziale; 
 
          
        




Gli inibitori PI3K isoforme specifici agiscono specificatamente sulle isoforme di 
PI3K a livello delle subunità catalitiche p110α, p110β, p110γ o p110δ, per cui mostrano 
un minor numero di effetti collaterali. Tra questi inibitori risulta degno di nota il 
derivato CAL-101 (Fig.13), uno specifico inibitore dell’isoforma δ, prevalentemente 
espresso a livello dei leucociti. Tale inibitore, attualmente in fase clinica II/III, ha 
dimostrato di indurre benefici in pazienti affetti da linfoma non-Hodgkin con recidive. 
 














3. INIBITORI PDK1 
Nonostante gli sforzi compiuti dalla ricerca nello sviluppo di inibitori per la chinasi 
PDK1,  al momento nessuna molecola ha raggiunto la fase di sperimentazione clinica. 
L’elevato grado di conservazione del dominio di legame per l’ATP all’interno della 
famiglia delle AGC provoca infatti interazioni aspecifiche con le altre chinasi 
appartenenti alla medesima classe, con conseguenti effetti off-target e/o tossicità. 
Gli inibitori di PDK1 finora sviluppati si possono classificare in: Inibitori della 
conformazione DFG-in, Inibitori della conformazione DFG-out, Inibitori della tasca Pif 
e Inibitori del dominio PH, in base alla porzione dell’ enzima con la quale 
interagiscono. 
I primi composti sintetizzati come inibitori della forma attiva di PDK1 (conformazione 
DFG-in) sono BX-320 e BX-795 (Fig.14), inizialmente classificati come selettivi 
sebbene studi successivi abbiano evidenziato un’attività su più proteine. In particolare è 
stato dimostrato che BX-795 (IC50 su PDK1=17nM) mostra un’alta attività inibitoria 
anche nei confronti di Aurora B (IC50=11nM), IKKε (IC50=9.5nM) e TBK1 
(IC50=2.3nM). 
 
    
 
Fig. 14 - Struttura BX-320 e BX-795 
 
Il composto GSK2334470 (Fig.15), testato in vitro ad una concentrazione pari a 
10µM su una serie di 285 chinasi, ha mostrato di inibire solo 24 chinasi con 
percentuali > 50% e di possedere una selettività nei confronti di PDK1 1000 
volte superiore rispetto ad altre 13 chinasi, quali AKT1 (IC50>10 000 nM), 
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ROCK1 (IC50=7943nM), Aurora A (IC50=39 810 nM) e Aurora B 
(IC50=3162nM) . Sfortunatamente studi in vitro condotti su linee cellulari di 
GBM ne hanno dimostrato una scarsa efficacia come agente anti-proliferativo. 
 
 
Fig. 15 - Struttura GSK2334470 
 
• Inibitori del dominio PH 
Il derivato 2-O-benzil-mio-inositolo 1,3,4,5,6-pentafosfato (Fig.16), sviluppato 
dal Prof. Falasca, è un inibitore altamente specifico del dominio PH di PDK1 
(IC50=27nM), con una attività pro-apoptotica e antitumorale aumentata rispetto 
alla molecola precursore, l’inositolo-1,3,4,5,6-pentafosfato. Le analisi del 
profilo di selettività di questo composto hanno mostrato un’alta specificità nei 
confronti della PDK1, rispetto ad una serie di altre 60 chinasi, mostrando una 
IC50 pari a 27nM.  
 
Fig. 16 - Struttura 2-O-benzil-mio-inositolo 1,3,4,5,6-pentafosfato 
 
• Inibitori della tasca Pif 
Il composto 1 (Fig 17) mostra un valore di IC50 pari a 2µM ed è in grado di 
interrompere completamente l’interazione tra PDK1 e il PIF-tide, un substrato 
polipeptidico che comprende il loop di attivazione di Akt. Tale  composto è 
stato sviluppato con l’intento di imitare il gruppo fosfato sul canale HM nel suo 
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stato fosforilato mediante due gruppi carbossilici. Sfortunatamente gli studi in 
vitro sono stati ostacolati dalla scarsa solubilità di questi composti, attribuibile 
alla presenza  delle funzioni carbossilato. Tale inconveniente è stato superato 
con la sintesi del diestere 2 (Fig 17), il quale agisce da profarmaco [36]. 
 
 
Fig. 17 - Struttura composto 2 e 1 
 
• Inibitori della conformazione DFG-out 
Il composto MP7 (Fig.18) è, ad oggi, l’inibitore più potente e selettivo di PDK1 
riportato in letteratura. MP7 è molecola a struttura piridinonica sintetizzata nel 
2010 da Sunesis and Biogen Idec, attraverso una tecnologia nota come 
“tethering with extenders”. 
 
Fig. 18 - Struttura di MP7 
 
Il composto è costituito da una catena flessibile (L) che collega la porzione 1-
(3,4-difluorobenzil)-2-oxo-1,2-diidropiridin-3-carbossammidica e la Hinge 
binding moiety (HBM), contenente gruppi donatori (HD) e gruppi accettori di 
legami a idrogeno (HA). Osservando la struttura a raggi X della proteina, è stato 
osservato che la regione hinge di PDK1 contiene il sito di legame per l’ATP, 
bersaglio degli inibitori ATP-competitivi. Al contrario MP7 interagisce con la 
porzione allosterica DFG-out (Fig.19):  
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o l’urea ciclica, importante gruppo farmacoforico di MP7, interagisce 
mediante legame ad idrogeno con l’ossigeno carbonilico della Ser160 e 
l’ammina dell’Ala162; 
o l’anello fenilico del linker interagisce con la Lys111 del sito catalitico; 
o il nucleo centrale piridinonico forma un legame idrogeno con l’Asp223 
ed un’interazione π-π con la Tyr126A; 
o l’anello difluoro-benzilico giace nella tasca allosterica DFG-out, 
costituita prevalentemente da residui idrofobici. 
 
Fig.19 - InterazionePDK1-MP7 
 
Mentre il sito di legame per l’ATP è sempre esposto all’interazione con 
substrati/inibitori, la regione idrofobica può essere raggiunta solo quando la 
chinasi PDK1 è nella sua forma inattiva (DFG-out). MP7 agisce quindi come 
inibitore allosterico, capace di legare PDK1 nella conformazione DFG-out. 
Questa interazione provoca una variazione conformazionale che influisce 
sull'integrità della tasca PIF, prevenendo la conversione nella forma attiva e 
l’interazione con i substrati a valle. 
Le interazioni intermolecolari coinvolgono residui dell’enzima PDK1 che 
generalmente non sono conservati all’interno della superfamiglia delle chinasi. 
MP7 mostra infatti una selettività 3000 volte maggiore nei confronti di PDK1 




4. INIBITORI AKT 
Anche gli inibitori di AKT vengono classificati in base alla porzione della proteina con 
la quale interagiscono: 
• Inibitori competitivi per il sito dell’ATP 
Si tratta di inibitori capaci di legarsi al sito chinasico di AKT e in particolare 
alla tasca di legame per l’ATP. Anche in questo caso, tale sito risulta essere 
comune a molte altre chinasi, rendendo gli inibitori di questo tipo poco selettivi 
e quindi caratterizzati da numerosi effetti collaterali.  
All’interno di questa classe, il composto AZD5363 (IC50=3nM) (Fig.20) ha 
dimostrato essere un potente inibitore di AKT, che induce significativi effetti 
benefici su una vasta gamma di cellule tumorali umane, con una predilezione 
per il carcinoma mammario. AZD5363 è attualmente in fase III della 
sperimentazione clinica. 
 
Fig. 20 - Struttura AZD5363 
 
• Inibitori del dominio PH 
Le molecole appartenenti a questa classe interferiscono con il dominio PH di 
AKT, impedendo così il legame con PIP3, la traslocazione dell’enzima sulla 
membrana e la conseguente attivazione da parte di PDK1.  
La prima serie di inibitori è rappresentata degli alchilfosfolipidi (ALPs), lipidi 
eterei con una singola catena alchilica lunga, atta a facilitare il loro inserimento 
nel foglietto esterno della membrana plasmatica.  
Tra gli ALPs, l’inibitore clinicamente più avanzato è la Perifosina 
(IC50=4.7µM) (Fig.21), il cui principale limite è rappresentato dalla mancanza 
di selettività verso il solo dominio PH di AKT, con conseguente insorgenza di 
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gravi effetti collaterali quali affaticamento e tossicità gastrica. Attualmente si 
trova in fase III della sperimentazione clinica. 
 
 
Fig. 21 - Struttura Perifosina 
 
La Triciribina fosfato (Fig.22) è invece un inibitore attivo a concentrazioni nM 
che si trova, ad oggi, in fase I/II della sperimentazione clinica per il tumore 
ovarico e alla mammella. 
 
Fig. 22 - Struttura Triciribina fosfato 
 
• Inibitori allosterici 
Rappresentano una categoria di molecole con azione non ancora ben definita: si 
presuppone che si leghino alla porzione PH o chinasica in un sito differente da 
quello che lega l'ATP, impedendo così il cambiamento conformazionale 
necessario per la successiva fosforilazione da parte di PDK1 e mTOR. 
La molecola MK-2206 (Fig.23) risulta altamente selettiva, anche a dosi nM, nei 
confronti delle tre isoforme di Akt (1, 2 e 3); è attiva per via orale ed è 
attualmente in fase clinica II per il trattamento dei tumori solidi. 
 




Un’altra molecola classificata come inibitore allosterico di AKT è PBIN-05204 
(Fig.24). PBIN-05204 è un derivato dell’Oleandrina, un glicoside che provoca 
una marcata diminuzione della fosforilazione di AKT tramite un meccanismo 
tempo-dipendente. Attualmente PBIN-05204 risulta  in fase I in pazienti con 
cancro avanzato e in fase II in pazienti affetti da cancro pancreatico metastatico 
al IV stadio. 
 

















5. INIBITORI mTOR 
Gli inibitori di mTOR si possono classificare in due classi:  
• Rapalogs 
La rapamicina (sirolimus) e i suoi analoghi (everolimus, temsirolimus, 
deforolimus) (Fig.25) sono, al momento, i composti più utilizzati in 
chemioterapia. I rapalogs agiscono inibendo il complesso mTORC1 attraverso il 
legame e dunque l’inibizione dell’attività di FKBP-12. I rapalogs inibiscono 
quindi mTORC1 ma lasciano intatta l’attività di mTORC2; ne consegue una 
perdita del meccanismo a feedback che può portare ad un effetto compensativo 
causato dall’attivazione di proteine a monte, tra le quali AKT. 
Studi recenti confermano l’efficacia clinica già manifestata in monoterapia; tali 
molecole sono state, pertanto, già approvate per il trattamento del carcinoma 
renale ma sono in studio per il trattamento per numerosi tipi di tumore, come 
agenti singoli o in combinazione. Ad oggi è stato osservato che everolimus 
prolunga la sopravvivenza dei pazienti con diagnosi di tumore pancreatico 
neuroendocrino avanzato.  
 
 




• Inibitori mTORC1/2  
Si tratta di inibitori di seconda generazione i quali hanno come target il dominio 
catalitico della chinasi mTOR. Sono stati denominati “dual inhibitors” in quanto 
contrastano l’attività di entrambi i complessi, mTORC1 e mTORC2. 
Il composto OSI027 (Fig.26) viene somministrato per via orale. L’attività 
inibitoria nei confronti di mTORC2 è stata confermata dalla diminuzione della 
fosforilazione sulla Thr37/46 della proteina 4E-BP1, un sito di fosforilazione 



















Nell’era della terapia personalizzata, la conoscenza dei meccanismi alla base del 
funzionamento del pathway PI3K/PDK1/Akt ha assunto un ruolo chiave per la ricerca e 
lo sviluppo di molecole ad attività inibitoria, in grado di contrastare l’iperespressione 
dei mediatori coinvolti in tale meccanismo di segnalazione cellulare. Come 
ampiamente descritto, alterazioni a vari livelli di questo pathway garantiscono la 
sopravvivenza e la proliferazione del tumore nonché una maggiore invasività, con 
conseguente metastatizzazione e possibile insorgenza di recidive.  
Sebbene PDK1 sia stato inizialmente studiato esclusivamente quale attivatore di Akt, 
recenti studi hanno evidenziato la sua capacità di attivare svariate proteine coinvolte nei 
meccanismi di insorgenza, progressione e invasione tumorale, ponendolo così come un 
target potenzialmente interessante per la ricerca di strategie terapeutiche innovative. 
Le conoscenze ad oggi acquisite suggeriscono, tuttavia, che una terapia indirizzata su 
più bersagli della via di segnalazione possa essere un efficace strumento nel trattamento 
di tumori specifici resistenti alla monoterapia, soprattutto in caso di effetto sinergico tra 
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La conoscenza dei meccanismi alla base della crescita e della diffusione del cancro ha 
indirizzato la ricerca verso lo sviluppo di nuovi bersagli farmacologici capaci di 
interferire con le vie di segnalazione coinvolte in tali processi. Studi condotti negli 
ultimi decenni hanno individuato il pathway PI3K/PDK1 come possibile target per la 
sintesi  di nuove molecole ad azione antitumorale. 
Alterazioni a tale livello sono infatti implicate nei processi di crescita incontrollata, 
nello sviluppo di metastasi e nell’insorgenza dei meccanismi di resistenza alla 
chemioterapia.  
Il pathway PI3K/PDK1 opera attraverso due meccanismi principali: Akt-dipendente e 
Akt indipendente. Il meccanismo Akt-dipendente comporta l’iniziale fosforilazione 
della serina-treonina chinasi Akt, responsabile dell’attivazione di svariati substrati a 
valle quali mTor, Ras e GSK, coinvolti nella crescita, nella proliferazione e nella 
sopravvivenza cellulare. Il meccanismo Akt-indipendente prevede, invece, il 
coinvolgimento di PLCγ1, una fosfolipasi implicata nel processo di metastatizzazione. 
All’interno di questo quadro, la chinasi PDK1 ricopre un ruolo centrale nell’attivazione 
di entrambe le vie di segnalazione, tanto da essere ad oggi considerato un promettente 
target antitumorale. 
 
Gli inibitori di PDK1 ad oggi sviluppati si possono classificare in:  
• inibitori della tasca PIF;  
• inibitori del sito di legame per l’ATP (DFG-in); 
• inibitori del dominio PH;  
• inibitori del sito allosterico (DFG-out). 
 
Sfortunatamente, a causa dell’elevata omologia di sequenza delle chinasi appartenenti 
alla famiglia delle AGC, alcune delle classi sopra citate mostrano un insufficiente 
livello di selettività enzimatica e dunque fenomeni off-target.  
Il composto BX-517 (Fig.27) appartiene alla classe degli inibitori della conformazione 
DFG-in, ed è stato sintetizzato nel 2006 dai ricercatori della Bayer Schering. BX517 
possiede una struttura indolonica che interagisce con la  Hinge region di PDK1, 
localizzata a livello del dominio catalitico N-terminale; l’inibizione di PDK1 ha come 
conseguenza la soppressione dell’attività di Akt e dei suoi substrati a valle. Nonostante 
l’elevata potenza enzimatica (IC50=6nM), BX-517 possiede una scarsa solubilità e 
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sfavorevoli proprietà farmacocinetiche che ne hanno limitato lo sviluppo clinico. 
Successivamente, con lo scopo di identificare nuovi “lead compound” dotati di migliori 
proprietà chimico-fisiche, sono stati sintetizzati nuovi analoghi di BX-517 in cui sono 
state effettuate modifiche strutturali a carico del sostituente pirrolico in posizione 3 
dell’indolone. Saggi in vitro hanno tuttavia evidenziato una drastica riduzione della 
potenza inibitoria.  
 
Fig.27 - BX-517 
 
 
MP7 (Fig.28), sintetizzato dai laboratori Sunesis e Merck tramite la tecnica di 
“tethering with extenders”, è ad oggi il miglior inibitore del sito allosterico di PDK1 
presente in letteratura. Tale enzima interagisce con la conformazione DFG-out di 
PDK1, impedendone così l’attivazione. MP7, sottoposto ad uno screening di selettività 
verso 241 chinasi, ha mostrato un’elevata potenza (IC50 = 2nM) ed un’ottima selettività. 
 
Fig.28- Struttura di MP7 
 
Tenendo in considerazione i risultati ottenuti con i composti BX-517 e MP7, nel 
laboratorio presso il quale ho svolto la mia tesi di laurea, sono stati progettati e 
sintetizzati nuovi derivati ibridi ottenuti dalla condensazione del nucleo indolonico, 
capace di interagire con il sito di legame dell’ATP di PDK1, e il nucleo N-
difluorobenzil 2-oxo-piridinico, che rappresenta la porzione farmacoforica di MP7 
legante il dominio DFG-out. 
Il composto IB35 (Fig.29) è risultato essere il più attivo, con un valore di IC50 pari a 
112nM nei confronti di PDK1 e una significativa selettività rispetto ad altre 56 chinasi 
coinvolte nel pathway PDK1/Akt.  
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Fig.29 - Rappresentazione schematica della struttura di IB35 
 
Al fine di ottenere indicazioni sulle interazioni che si instaurano tra IB35 e la chinasi 
PDK1, sono stati effettuati studi di docking e di dinamica molecolare (Fig.30) 
utilizzando le conformazioni DFG-out e DFG-in di PDK1. I risultati ottenuti dal 
docking nella conformazione DFG-out indicano che la porzione 1- [3,4-difluorobenzil] 
-pyridin-2-onica di IB35 interagisce con gli stessi aminoacidi con cui interagisce la 
medesima porzione presente nel derivato MP7 (Met-134, Leu-137, Phe-142, Val-143, 
Leu-196, His-203, Ala-227, Leu-201, Ile-221 e Asp-223). La ridotta potenza di IB35 
(112 nM) rispetto a MP7 (1 nM) potrebbe essere razionalizzata con le differenti 
interazioni che si instaurano tra la porzione 3-imidazol-indolonica di IB35 e la hinge 
region di PDK1. Dallo studio di docking è possibile osservare che tale porzione 
farmacoforica si posiziona in modo leggermente diverso rispetto alla posa 
cristallografica di MP7. La nuova interazione provoca infatti la perdita di legami ad 
idrogeno presenti tra MP7 e alcuni residui presenti nella Hinge region (Ser-160 e Ala-




Fig.30- a) Docking di IB35 nella conformazione DFG-out di PDK1. Il ligando (arancio) è 
mostrato durante l’interazione con i residui amminoacidici (ciano). b) Sovrapposizione della 
conformazione di legame tra MP7 (viola) e IB35 (arancio) 
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Complessivamente, questi risultati indicano che IB35 è in grado di bloccare l'enzima 
PDK1 nella conformazione DFG-out.  
 
Nella prima fase di questa tesi di laurea è stato dunque sintetizzato ex-novo il composto 
IB35 (Fig.29) in quantità adeguate da permetterne lo studio farmacologico, sia in vitro 
che in vivo, nel tumore al pancreas, forma tumorale particolarmente resistente alle 
terapie convenzionali . 
 






























Reagenti e condizioni a: i. Di-tert-butil-dicarbonato (Boc)2O, NaOH 1M/iPrOH 4:3, 2h; ii. H2, 
Pd/C 10%, EtOH assoluto, 16h; iii. TBTU, DIPEA, DMF anidra, 16h; iv. TFA, CH2Cl2, -
10°C/-20°C, 3h; v. 3,4 difluoro-benzilbromuro, NaH 60%, DMF anidra, 50°C, 12h; vi. TBTU, 
DIPEA, DMF anidra, 16h; vii. imidazolo-4-carbossialdeide, iPrOH, DMF, piperidina, 100°C, 
4h. 
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La glicina commerciale è stata fatta reagire, al fine di proteggere il gruppo amminico, 
con il di-tert-butil dicarbonato in una miscela di NaOH 1M/i-PrOH 4:3, fornendo il 
derivato 2. Il 5-nitro-2-oxindolo commerciale è stato sottoposto a idrogenazione 
catalitica per ottenere il derivato ridotto 5-ammino-2-oxindolo 3. L’amminoacido 
protetto 2 e l’ammina 3 sono stati sottoposti ad una reazione di condensazione in 
presenza di TBTU e DIPEA per dare il composto 4. La successiva reazione di 
deprotezione, in presenza di TFA, ha fornito il composto 5, che è stato poi condensato 
con il derivato N-(3,4-difluoro)benzil-2-idrossinicotinico 6, in presenza di TBTU e 
DIPEA, per fornire il composto 7. Il derivato 6 era stato precedentemente sintetizzato a 
partire dall’acido 2-idrossinicotinico e il 3,4-difluorobenzilbromuro in presenza di NaH 
60%.Il prodotto finale 1 è stato infine ottenuto per reazione del derivato 7 con la 4-
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Sulla base delle interazioni osservate con lo studio di docking, è stato ipotizzato che 
l’introduzione di gruppi più basici in posizione 3 dell’indolone potrebbe determinare 
l’instaurarsi di una più forte interazione a livello dei residui Glu-166 e Glu-209, con 
conseguente aumento dell’attività inibitoria della molecola. 
In seguito a tali considerazioni, nella seconda fase di questa tesi di laurea, sono stati 
sintetizzati derivati analoghi di IB35 in cui il nucleo indolonico è stato sostituito con 
bioisosteri, quali isatina, benzimidazolo e indolo (Fig.31), in grado di fornire “punti di 




Fig.31- Ottimizzazione di IB35 
 
Sfortunatamente, nessuna delle vie sintetiche perseguite ha portato all’ottenimento di 
prodotti finali a causa della bassa resa dei precursori. 











Reagenti e condizioni a: i.NaNO3,H2SO4 conc., 0°C, 1h; iia. Fe, HCl conc., EtOH, 30 min; iib. 
Zn, HCl 1N, iPrOH, MeOH, 3h; iii. TBTU, DIPEA, DMF anidra, 16h. 
L’isatina commerciale è stata sottoposta ad una reazione di nitrazione in presenza di 
NaNO3 e H2SO4  conc., fornendo il nitro derivato 8. La successiva reazione di riduzione 
è stata effettuata seguendo due procedure descritte in letteratura, impiegando 
rispettivamente Fe/HCl conc e Zn/HCl 1N come agenti riducenti. Entrambe le riduzioni 
hanno fornito, in basse rese, il composto 9, che è stato comunque sottoposto a reazione 
di condensazione, in presenza di TBTU e DIPEA, con il composto 2, per dare il 
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derivato 10. Tale reazione non ha però permesso l’ottenimento del derivato desiderato I 




Reagenti e condizioni: i.HNO3 conc., H2SO4 conc., 10°C, 1h; ii. H2, Pd/C 10%, EtOH assoluto, 
16h; iii. TBTU, DIPEA, DMF anidra, 16h. 
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Il 2-cloro benzimidazolo commerciale è stato sottoposto ad una reazione di nitrazione 
in presenza di HNO3 conc. e H2SO4 conc., fornendo il composto 11, il quale è stato poi 
ridotto in presenza di Pd/C ottenendo il rispettivo ammino-derivato 12, con rese molto 
basse. Tale derivato è stato condensato con l’amminoacido protetto 2 per dare il 
composto 13. Tale reazione di condensazione ha fornito un grezzo da cui non è stato 
possibile isolare il prodotto 13 in concentrazioni adeguate per proseguire la sintesi del 























Reagenti e condizioni: i. MeI, NaH 60%, DMF anidra, 2h, t.a; ii. H2, Pd/C 10%, EtOH 
assoluto, t.a., 16h; iii. TBTU, DIPEA, DMF anidra, 16h; iv. TFA, CH2Cl2, -10°C/-20°C, 3h; v. 
TBTU, DIPEA, DMF anidra, 16h; 
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Con lo scopo di sintetizzare nuovi analoghi di IB35 a scaffold indolico, il 5-nitroindolo 
commerciale è stato sottoposto a idrogenazione catalitica in presenza di Pd/C. Il 
derivato amminico 15a così ottenuto è stato condensato con la Boc-glicina 2 per fornire 
il derivato ammidico 16a. Tale derivato è stato in seguito sottoposto a reazione di 
deprotezione, in presenza di TFA. La procedura effettuata non ha tuttavia permesso di 
isolare il composto desiderato 17a. La reazione di condensazione con la Boc-glicina 2 è 
stata quindi ripetuta utilizzando il derivato indolico N-metilato 15b, precedentemente 
sintetizzato per reazione di N-metilazione del 5-nitroindolo commerciale, in presenza di 
MeI e NaH al 60%, e successiva riduzione catalitica del composto 14 così ottenuto. 
Purtroppo, anche in questo caso, la reazione di deprotezione del composto 16b, in 
presenza di TFA, non ha fornito il prodotto desiderato 17b, probabilmente a causa della 
salificazione dell’N indolico con TFA. Non è stato di conseguenza possibile effettuare 
la reazione di condensazione con l’acido carbossilico 6. Ulteriori tentativi verranno 
effettuati in futuro, proteggendo in maniera adeguata l’azoto indolico (i.e. trasformando 



































MATERIALI E METODI 
 
La struttura di tutti i composti è stata controllata per mezzo della spettrometria 1H-
NMR. Degli spettri 1H-NMR sono stati riportati i particolari più significativi. 
Tutti i composti sintetizzati presentano dati spettroscopici in accordo con le strutture 
assegnate.  
Gli spettri di risonanza magnetica nucleare sono stati eseguiti con uno spettrofotometro 
Bruker operante a 400 MHz in DMSO-d6 e CDCl3; i chemical shift δ sono espressi in 
ppm. 
Le analisi elementari sono state eseguite nel nostro laboratorio di Chimica Analitica; la 
differenza tra i valori teorici e quelli calcolati risulta essere compresa in un intervallo di 
± 0.4%. 
Le evaporazioni sono state eseguite sottovuoto in evaporatore rotante e le disidratazioni 
delle fasi organiche sono state eseguite usando Na2SO4. 
Le TLC analitiche sono state effettuate usando lastre MERK di gel di silice (G60) 
contenenti un indicatore di fluorescenza 20 x 20.2 mm. Le varie macchie sono state 
evidenziate per mezzo di lampada UV (256 nm). 
Per la filtrazione su celite è stata usata celite® 545. 
Per le idrogenazioni è stato usato il generatore d’idrogeno HG 2000 CLAIND®. 





TBTU= N,N,N’,N’-Tetramethyl-O-(benzotriazol-1-yl)uronium tetrafluoroborate 
DIPEA= N,N-Diisopropylethylamine 
DMF= N,N-Dimethylformamide 
CDI=  N,N’-carbonyldiimidazole 
TFA= Acido trifluoroacetico 











Ad una soluzione di NaOH 1M in iPrOH in rapporto 4:3 è stata aggiunta la glicina 
commerciale (13.32 mmoli, 1 g), il di-tert-butil-dicarbonato (Boc)2O (13.32 mmoli, 2.9 
g) e la miscela risultante è stata lasciata in agitazione a t.a. per 2h. Trascorso tale 
periodo, è stato aggiunto Et2O e sono state separate le due fasi. La fase acquosa è stata 
acidificata fino a pH=3 con HCl 1N ed estratta con AcOEt. La fase organica è stata 
essiccata, filtrata ed evaporata ottenendo un grezzo che è stato utilizzato nella reazione 










C7H13NO4 C H N 
Calc.% 47.99% 7.48% 8.00% 














Il 5-nitro-2-ossindolo commerciale (2.81 mmoli, 500 mg) è stato sottoposto a reazione 
di idrogenazione, in EtOH assoluto e in presenza di Pd/C al 10% (1.47 mmoli, 156 mg) 
per 16h a t.a. Trascorso tale periodo, il catalizzatore è stato rimosso tramite filtrazione 







1H-NMR (DMSO-d6): δ 3.30 (s, 2H, CH2); 4.62 (br s, 2H, NH2); 6.37 (dd, 1H, J = 2.2, 
8.2 Hz, Ar); 6.48-6.50 (m, 2H, Ar); 9.90 (br s, 1H, NH) ppm. 
 
ANALISI ELEMENTARE 
C8H8N2O C H N 
Calc.% 64.85% 5.44% 18.91% 

















Ad una soluzione del composto 2 (2.54 mmoli, 481 mg) in DMF anidra (5 ml), posta 
sotto atmosfera di N2 e raffreddata a 0°C, sono state aggiunte TBTU (2.54 mmoli, 815 
mg) e DIPEA (5.02 mmoli, 0.89 ml). La miscela di reazione è stata posta in agitazione 
per 30’ a 0°C; trascorso tale periodo il composto 3 è stato aggiunto alla miscela (2.54 
mmoli, 376 mg) e la temperatura è stata mantenuta costante per altri 30’. La soluzione è 
stata quindi portata a t.a. e lasciata in agitazione per 16h. Trascorso tale periodo il 
solvente è stato evaporato a pressione ridotta e il grezzo 4 ottenuto è stato purificato 







1H-NMR (DMSO-d6): δ 1.39 (s, 9H, Boc); 3.46 (s, 2H, CH2 indolone); 3.68 (d, 2H, J = 
6.0 Hz, CH2, glicina); 6.73 (d, 1H, J = 8.2 Hz, Ar); 7.00 (t, 1H, J = 6.0 Hz, NH); 7.32 




C15H19N3O4 C H N 
Calc.% 59.01% 6.27% 13.76% 









Ad una sospensione del composto 4 (2.4 mmoli, 769 mg) in CH2Cl2 (4.8 ml), 
raffreddata a -10°C/-20°C, è stato aggiunto TFA (2.4 mmoli, 4.8 ml) e la miscela 
risultante è stata lasciata in agitazione per 3h. Trascorso tale periodo, il solvente è stato 







1H-NMR (DMSO-d6): δ 3.49 (s, 2H, CH2 indolone); 3.74 (d, 2H, J = 5.6 Hz, CH2, 
glicina); 6.78 (d, 1H, J = 8.0 Hz, Ar); 7.33 (dd, 1H, J = 2.2, 8.2 Hz, Ar); 7.47 (s, 1H, 
Ar); 8.09 (br s, 3H, NH3+); 10.26 (br s, 1H, NH); 10.34 (br s, 1H, NH) ppm. 
 
ANALISI ELEMENTARE 
C10H11N3O2 C H N 
Calc.% 45.15% 3.79% 13.16% 















Ad una soluzione di acido 2-idrossi-nicotinico (3.59 mmoli, 500 mg) in DMF anidra (5 
ml) posta sotto corrente di N2, viene aggiunto NaH 60% (8.97 mmoli, 215 mg). La 
miscela di reazione è stata lasciata in agitazione a t.a. per 2h. Trascorso tale periodo, è 
stato aggiunto il 3,4-difluoro-benzilbromuro (4.29 mmoli, 888 mg) e la miscela 
risultante è stata scaldata a 50°C per 16h. Il solvente è stato evaporato a pressione 
ridotta e il residuo triturato in H2O e filtrato su setto. Tale solido è stato in seguito posto 
a riflusso per 4h in una soluzione di NaOH al 10% (10 ml). La soluzione raffreddata è 
stata portata a pH acido, e il precipitato formatosi è stato raccolto per filtrazione ed 






1H-NMR (DMSO-d6): δ 5.30 (s, 2H, CH2, benzilico); 6.78 (t, 1H, J = 6.9 Hz, Ar); 
7.22-7.24 (m, 1H, Ar); 7.41-7.53 (m, 2H, Ar); 8.41 (d, 2H, J = 6.9 Hz, Ar) ppm. 
 
ANALISI ELEMENTARE 
C13H9NO3F2 C H N 
Calc.% 58.87% 3.42% 5.28% 










Il composto 7 è stato ottenuto tramite condensazione tra l’acido carbossilico 6 (2.4 
mmoli, 636 mg) e il composto 5 (2.4 mmoli, 765 mg) in DMF anidra (5 ml) in presenza 
di TBTU (2.4 mmoli, 770 mg) e DIPEA (4.8 mmoli, 0,83 ml). La procedura seguita è 
analoga a quella descritta per il derivato 4. Il prodotto grezzo 7 è stato in seguito 








1H-NMR (DMSO-d6): δ 3.45 (s, 2H, CH2 indolone); 4.13 (d, 2H, J = 5.2 Hz, CH2, 
glicina); 5.23 (s, 2H, CH2, benzilico); 6.58 (t, 1H, J = 6.9 Hz, Ar); 6.74 (d, 1H, J = 8.4 
Hz, Ar); 7.19-7.22 (m, 1H, Ar); 7.33 (dd, 1H, J = 2.0, 8.4 Hz, Ar); 7.40-7.50 (m, 3H, 
Ar); 8.25 (dd, 1H, J =2.2, 6.9 Hz, Ar); 8.35 (dd, 1H, J = 2, 6.9 Hz, Ar); 9.94 (br s, 1H, 
NH); 9.99 (t, 1H, J = 5.2 Hz, NH); 10.28 (br s, 1H, NH) ppm. 
 
13C-NMR (DMSO-d6): δ 176.17, 166.69, 163.04, 161.09, 150.22, 147.83, 143.48, 
143.19, 139.33, 134.18, 132.82, 126.05, 124.89, 120.20, 118.48, 117.65, 117.23, 









C23H18N4O4F2 C H N 
Calc.% 61.06% 4.01% 12.38% 






























Ad una soluzione del composto 7 (0.44 mmoli, 200 mg) in iPrOH e DMF è stata 
aggiunta la imidazol-4-carbossialdeide commerciale (0.44 mmoli, 42 mg) ed una 
quantità catalitica di piperidina. La reazione è stata scaldata a 100 °C per 4h, quindi il 
solvente è stato evaporato. Il derivato 1 così ottenuto è stato purificato mediante 








1H-NMR (DMSO-d6): δ 4.17 (d, 2H, J=4.4 Hz, CH2, glicina); 5.24 (s, 2H, CH2, 
benzilico); 6.60 (t, 1H, J = 6.9 Hz, Ar); 6.85 (d, 1H, J = 8.8 Hz, Ar); 7.19-7.21 (m, 2H, 
Ar); 7.43-7.50 (m, 3H, Ar); 7.71 (s, 1H, Ar); 7.75 (s, 1H, Ar); 8.01 (s, 1H, Ar); 8.05 (s, 
1H, Ar); 8.27 (dd, 1H, J = 2, 6.9 Hz, Ar); 8.37 (d, 1H, J = 2, 6.9 Hz, Ar); 10.61 (br s, 
2H, NH); 10.95 (br s, 1H, NH) ppm. 
 
ANALISI ELEMENTARE 
C27H20N6O4F2 C H N 
Calc.% 61.13% 3.80% 15.84% 









Ad una soluzione di isatina commerciale (6.80 mmol, 1g) in H2SO4 conc. (12 ml) è 
stata aggiunta, goccia a goccia e a 0°C, una soluzione di NaNO3 (6.80 mmol, 578 mg) 
in H2SO4 conc. (10 ml), per un periodo di tempo di 1h. Trascorso tale periodo la 
miscela di reazione è stata addizionata di H2O e il solido precipitato è stato separato 






1H-NMR (DMSO-d6): δ 7.09 (d, 1H, J = 8.6 Hz, Ar); δ 8.21 (d, 1H, J = 2.4 Hz, Ar), δ 
8.44 (dd, 1H, J = 2.4, 8.6 Hz, Ar); δ 11.65 (br s, 1H, NH) ppm. 
 
ANALISI ELEMENTARE 
C8H14N2O4 C H N 
Calc.% 50.01% 2.10% 14.58% 
















PROVA 1°  
Ad una soluzione del composto 8 (3.02 mmol, 580 mg) in EtOH (10 ml), posta sotto 
corrente di N2, si aggiungono Fe0 (9.06 mmol, 505 mg) e HCl conc. (2.3 ml). La 
sospensione viene posta alla temperatura di riflusso per 30 min. Trascorso tale periodo, 
la miscela risultante è stata raffreddata a t.a e addizionata di una soluzione satura di 
NaHCO3 fino a pH=8. Successivamente la soluzione è stata estratta più volte con 
AcOEt. La fase organica, contenente il grezzo 9, è stata infine anidrificata, filtrata e 
concentrata a pressione ridotta. 
 
PROVA 2°  
Ad una soluzione del composto 8 (0.52 mmol, 100 mg) in iPrOH (7.5 ml), MeOH (3.75 
ml) e HCl 1N (5.2 ml) è stato aggiunto Zn0 (10.4 mmol, 679 mg); la miscela risultante è 
stata posta a riflusso per 3h. Trascorso tale periodo, tale miscela è stata raffreddata a t.a. 
e concentrata a pressione ridotta. Il residuo ottenuto è stato poi addizionato di AcOEt e 
di una soluzione satura di NaHCO3, fino alla comparsa di un precipitato. La 
sospensione così ottenuta è stata filtrata su celite e ripresa con AcOEt. La fase organica 





Resa: prova 1° =35%, prova 2° = 28% 
 
1H-NMR (DMSO-d6): δ 5.07 (br s, 1H, NH2); δ 6.62 (d, 1H, J =8.4 Hz, Ar); δ 6.70 (d, 




C8H6N2O2 C H N 
Calc.% 59.26% 3.73% 17.28% 

































Ad una soluzione di 2 cloro-benzimidazolo commerciale (3.28 mmol, 500 mg) in 
HNO3 conc. (2 ml), posta a 10°C, è stato aggiunto H2SO4 (2 ml); la miscela di reazione 
è stata posta in agitazione per 1h mantenendo costante la temperatura. Trascorso tale 
periodo, la soluzione è stata neutralizzata con NH4OH dil. e il precipitato formatosi è 






1H-NMR (DMSO-d6): δ 7.66 (d, 1H, J = 9.2 Hz, Ar); δ 8.10 (dd, 1H, J = 2, 9.2 Hz, 
Ar), δ 8.39 (d, 1H, J  = 2 Hz, Ar). 
 
ANALISI ELEMENTARE 
C7H4ClN3O2 C H N 
Calc.% 42.55% 2.04% 21.27% 
















Il composto 11 (2.68 mmoli, 530 mg), sciolto in EtOH assoluto, è stato sottoposto a 
reazione di idrogenazione, in presenza di Pd/C al 10% (125.8 mg) per 16h a t.a. 
Trascorso tale periodo, il catalizzatore è stato rimosso tramite filtrazione su celite ed il 
solvente evaporato. Il grezzo di reazione così ottenuto è stato in seguito purificato 
mediante colonna cromatografica, utilizzando la miscela eluente CHCl3/MeOH in 




Resa: 15 % 
 
1H-NMR (DMSO-d6): δ 6.65 (dd, 1H, J =1.6, 8.8 Hz, Ar); δ 6.76 (d, 1H, J = 1.6 Hz, 
Ar), δ 7.33 (d, 1H, J  = 8.8 Hz, Ar); δ 8.34 (br s, 1H, NH) ppm. 
 
ANALISI ELEMENTARE 
C7H6ClN3 C H N 
Calc.% 50.17% 3.61% 25.07% 
















Ad una soluzione di 5-nitro-indolo commerciale (3.08 mmol, 500mg), in DMF anidra, 
posta in corrente di N2, viene aggiunto, a 0°C, NaH al 60% (1.8 mmol, 220 mg). La 
sospensione viene lasciata in agitazione per 1h a t.a; successivamente la miscela è 
addizionata di MeI (3.08 mmol, 0.19 ml) e lasciata in agitazione per altre 2h. Trascorso 
tale periodo, il solvente di reazione è stato evaporato a pressione ridotta e il grezzo 







1H-NMR (DMSO-d6): δ 3.88 (s, 3H, CH3); δ 6.74 (d, 1H, J = 2.8 Hz, indolo), δ 7.60 (d, 
1H, J  =2.8 Hz, indolo); δ 7.64 (d, 1H, J = 9, Ar), δ 8.04 (dd, 1H, J =2, 9, Ar), δ 8.57 (d, 
1H, J = 2, Ar) ppm. 
 
ANALISI ELEMENTARE 
C9H8N2O2 C H N 
Calc.% 61.36% 4.58% 15.90% 













Il 5-nitro-indolo commerciale (6.17 mmoli, 1 g) in EtOH assoluto è stato sottoposto a 
reazione di idrogenazione, in presenza di Pd/C al 10% (350 mg) per 16h a t.a. 
Trascorso tale periodo, il catalizzatore è stato rimosso tramite filtrazione su celite ed il 
solvente è stato evaporato, a pressione ridotta, per ottenere il derivato 15a, che non è 






1H-NMR (DMSO-d6): δ 4.38 (br s, 2H, NH2), δ 6.11-6.10 (m, 1H, indolo); δ 6.46 (dd, 
1H, J = 2.4, 8.4 Hz, Ar), δ 6.66 (d, 1H, J  = 2.4 Hz, Ar); δ 7.06 (d, 1H, J = 8.4, Ar), δ 
7.09-7.11 (m, 1H, indolo), δ 10.54 (br s, 1H, NH) ppm. 
 
ANALISI ELEMENTARE 
C8H8N2 C H N 
Calc.% 72.70% 6.10% 21.20% 















Il composto 14 (3.05 mmoli, 537 mg) è stato sottoposto a reazione di idrogenazione, in 
EtOH assoluto e in presenza di Pd/C al 10% (127 mg) per 16h a temperatura ambiente. 
Trascorso tale periodo, il catalizzatore è stato rimosso tramite filtrazione su celite ed il 







1H-NMR (DMSO-d6): δ 3.67 (s, 3H, CH3); δ 4.44 (br s, 2H, NH2), δ 6.09 (d, 1H, J  = 
2.4 Hz), δ 6.54(dd, 1H, J = 2, 8.4), δ 6.67 (d, 1H, J = 2), δ 7.08 (d, 1H, J =2.4), δ 7.09 
(d, 1H, J = 8.4) ppm. 
 
ANALISI ELEMENTARE 
C9H10N2 C H N 
Calc.% 73.94% 6.89% 19.16% 















Il composto 16a è stato ottenuto tramite condensazione tra l’amminoacido protetto 2 
(2.27 mmoli, 398 mg) e il composto 15a (2.27 mmoli, 300 mg) in DMF anidra (5 ml) in 
presenza di TBTU (2.27 mmoli, 729 mg) e DIPEA (4.54 mmoli, 1 ml). La procedura 
seguita è analoga a quella descritta per il derivato 4. Il prodotto grezzo 16a ottenuto è 






1H-NMR (DMSO-d6): δ 1.40 (s, 9H, Boc); δ 3.71 (d, 2H, J = 5.6 Hz, CH2, glicina), δ 
6.36 (s, 1H, Ar); δ 6.98-7.00 (m, 1H, Ar), δ 7.18 (d, 1H, J = 8.8 Hz, Ar), δ 7.28-7.31 
(m, 2H, Ar), δ 7.84 (br s, 1H, NH), δ 9.66 (br s, 1H, NH), δ 10.98 (br s, 1H, NH) ppm. 
 
ANALISI ELEMENTARE 
C15H19N3O3 C H N 
Calc.% 62.27% 6.62% 14.52% 
















Il composto 16b è stato ottenuto tramite condensazione tra l’amminoacido protetto 2 
(1.56 mmoli, 274 mg) e il composto 15b (1.56 mmoli, 229 mg) in DMF anidra (5 ml) 
in presenza di TBTU (1.56 mmoli, 500 mg) e DIPEA (3.12 mmoli, 0.54 ml). La 
procedura seguita è analoga a quella descritta per il derivato 4. Il prodotto grezzo 16b 
ottenuto è stato purificato tramite colonna cromatografica utilizzando come miscela 






1H-NMR (DMSO-d6): δ 1.40 (s, 9H, Boc); δ 3.72 (d, 2H, J = 5.8, CH2, glicina), δ 3.75 
(s, 3H, CH3), δ 6.35 (d, 1H, J = 2.8), δ 6.99 (t, 1H, J = 5.8, NH), δ 7.23-7.28 (m, 2H), δ 
7.34 (d, 1H, J = 8.8), δ 7.83 (d, 1H, J = 1.6), δ 9.69 (br s, 1H, NH) ppm. 
 
ANALISI ELEMENTARE 
C16H21N3O3 C H N 
Calc.% 63.35% 6.98% 13.85% 
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